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本 公开 涉及 用 于 加 强 培养 肉 生 产 如 家 冀 自 
主 肉 生产 的 方法 ,在 某 些 方面 ,所 述 肉 是 源 于 任 
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1 .一 种 生产 培养 肌肉 组 织 的 方法 ,所 述 方法 包括 : 

用 肌 生 转录 因子 修饰 动物 物种 的 自我 更 新 细胞 系 以 产生 以 肌 生 转录 因子 修饰 的 细胞 

通过 外 源 调控 诱导 所 述 经 过 修饰 的 细胞 系 以 维持 所 述 细胞 系 处 于 自我 更 新 过 程 或 使 
所 述 细 胞 系 进入 肌 生 分 化 过 程 。 

2. 如 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 肌肉 组 织 为 家 畜 或 家 禽 物 种 的 肌肉 组 织 

3. 如 权利 要 求 2 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 肌肉 组 织 为 家 冀 物种 的 肌肉 组 织 。 

4. 如 权利 要 求 3 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 家 畜 物 种 为 猪 或 牛 。 

5. 如 权利 要 求 1 至 4 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 产生 的 肌肉 组 织 适 于 人 和 非 人 膳食 
消费 。 

6. 如 权利 要 求 1 至 5 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自我 更 新 细胞 系 选 自 胚胎 干细胞 、 
诱导 型 多 能 干细胞 、 胚 外 细胞 系 和 体 细胞 系 。 

7. 如 权利 要 求 6 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自我 更 新 性 干细胞 系 来 自家 畜 或 家 禽 物 种 。 

8. 如 权利 要 求 7 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自我 更 新 性 干细胞 系 来 自家 畜 物 种 。 

9. 如 权利 要 求 8 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 家 畜 物 种 为 猪 或 牛 。 

10. 如 权利 要 求 6 至 9 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自我 更 新 性 干细胞 系 来 自 预 期 用 
于 人 或 非 人 膳食 消费 的 任何 动物 物种 、 任 何 伴侣 动物 ,和 /或 来 自用 于 治疗 剂 研发 的 任何 动 
物 物 种 。 
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可 扩展 性 骨骼 肌 谱 系 特 化 和 培育 的 方法 


本 申请 是 中 国 申请 号 为 201480061537.7、 发 明 名 称 为 "可 扩展 性 骨骼 肌 谱 系 特 化 和 培 
育 的 方法 ” 且 申 请 日 为 2014 年 10 月 30 日 的 专利 申请 (PCT 申请 号 为 PCT/US2014/063250) 的 分 
案 申 请 。 

对 相关 申请 的 交叉 引用 
[0001] ”本 申请 要 求 2013 年 10 月 30 日 提交 的 美国 临时 专利 申请 61/962,068 的 权益 ,所 述 专 
利 申请 以 引用 的 方式 整体 并 入 本 文中 。 

序列 表 的 并 入 
[0002] 与 本 申请 一 起 提交 的 用 电子 方式 提交 的 在 ASCII 文 本 档案 (名称 52553_136621_ 
ST25.txt; 大 小 :2,962 字 节 ; 以 及 创建 日 期 :2014 年 10 月 30 日 ) 中 序列 表 的 内 容 以 引用 的 方 
式 整 体 并 入 本 文中 。 

关于 联邦 资助 的 研发 的 声明 
[0003] ”本 发 明 是 在 政府 扶持 下 依据 由 美国 国立 卫生 研究 院 (National Institutes of 
Health) 授予 的 许可 编号 R01 HD069979/00032722 所 完成 。 政 府 在 本 发 明 中 享有 某 些 权利 。 


背景 技术 
[0004] ”本 公开 涉及 用 于 加 强 培养 肉 生 产 如 家 冀 自 主 肉 生 产 的 方法 。 “培养 肉 ”( 例 如 通过 
体外 细胞 培养 .组 织 工程 和 食品 技术 方法 进行 动物 自主 肉 生产 ) 在 概念 上 的 期 许 包 括 相对 
于 常规 肉 生产 ,生产 效率 提高 、 环 境 影响 减 小 、 吝 饪 应 用 效用 扩大 、 营 养 价值 增强 、 生 产 不 野 
蛮 并 且 食 物 安全 性 提高 。 然 而 到 目前 为 止 ,技术 还 没有 足够 进步 到 支持 可 扩展 的 在 经 济 上 
可 持续 的 生产 。 目 前 对 原型 组 织 的 实验 室 规 模 的 培育 已 经 利用 一 级 动物 组 分 如 动物 组 织 和 
血清 ,从 而 在 很 大 程度 上 和 否定 了 动物 自主 肉 生产 的 优势 .因此 ,目前 的 方法 不 能 充分 解决 培 
养 肉 生 产 对 动物 的 依赖 性 来 实现 培养 肉 在 概念 上 的 期 许 并 且 提 供 在 商业 上 有 利 的 产品 。 
因此 ,需要 提供 用 于 从 自我 更 新 性 体外 来 源 进行 可 扩展 性 肉 培育 以 用 于 膳食 营养 和 其 它 应 
用 的 新 型 且 改 善 的 方法 。 


发 明 内 容 

[0005] ”实例 性 实施 方案 提供 一 种 用 于 骨骼 肌 培 育 的 可 扩展 性 平台 ,所 述 平台 利用 具有 分 
化 成 骨骼 肌 的 潜 能 的 细胞 系 。 在 某 些 方面 ,细胞 系 来 自家 畜 , 如 家 养 的 牛 `、 猪 ` 绢 羊 、. 山 羊 、 骆 
驼 、 水 牛 、 免 等 ,在 茶 些 方面 ,细胞 系 来 自家 禽 , 如 家 养 的 鸡 、 火 鸡 、 鸭 、 鹅 、 鸟 子 等 ,在 茶 些 方 
面 ,细胞 系 来 自 常 见 的 游戏 物种 ,如 野 鹿 、 竟 鸡 类 飞禽 、 水 禽 、 野 兔 等 ,在 某 些 方面 ,细胞 系 来 
自 水 生物 种 或 半 水 生物 种 ,所 述 物种 从 野生 渔业 或 水 产业 操作 商业 收集 或 为 好 玩 而 收集 ， 
包括 某 些 鱼 . 甲 壳 动 物 、 软 体 动 物 、 头 足 动物 、 鲸 目 动物 、 鳄 目 动物 海龟. 蛙 等 .在 某 些 方面 ， 
细胞 系 来 自 稀 有 的 受 保护 或 灭绝 的 动物 物种 .在 某 些 方面 ,细胞 系 来 自任 何 显示 骨骼 肌 组 
织 特 化 能 力 的 多 细胞 动物 物种 。 在 茶 些 方面 ,将 细胞 系 用 于 研究 目的 或 用 于 治疗 目的 ,如 
人 、 灵 长 类 动物 、 顺 此 动物 (包括 大 鼠 和 小 鼠 ) 和 伴侣 动物 如 狗 、 猫 ` 马 等 在 某 些 特定 方面 ， 
来 自任 何 生物 体 的 细胞 系 是 自我 更 新 性 干细胞 系 。 在 某 些 方面 ,所 选 细胞 系 通 过 “遗传 转 


CN 111154726 А 说 HJ B 2/15 页 


He ЖЕ, ELS Se URL DOSE Н.Н ЖЛЕ D E OU LEA ЕЗЕР VALE PF Е Ar SEPA PE SC 
方案 中 ,上 述 方面 或 其 它 方面 可 以 通过 包括 以 下 操作 的 方法 来 实现 :通过 肌 生 转录 因子 修 
饰 所 选 自 我 更 新 细胞 系 , 以 产生 以 肌 生 转录 因子 修饰 的 细胞 系 , 以 及 通过 外 源 调控 来 诱导 
这 种 修饰 的 细胞 系 以 引导 交 蔡 的 自我 更 新 或 分 化 过 程 。 
[0000] ”在 某 些 方面 ,自我 更 新 细胞 系 选 自 具 有 肌 生 潜能 的 胚 性 干细胞 、 诱 导 型 多 能 干 细 
胞 、 体 细胞 系 或 且 外 细胞 系 。 在 某 些 方面 ,细胞 系 源 自 预期 用 于 膳食 消耗 的 物种 . 肌 生 转录 
因子 的 说 明 性 非 限 制 性 实例 包括 单独 或 组 合 的 MYOD1 .MYOG . MYF5 .MYF6, PAX3, PAX , 5% % 
同 源 物 .直系 同 源 物 `. 遗 传 性 变型 ,或 如 本 文 进 一 步 描 述 的 肌 生 转录 因子 的 各 别 启动 子 识别 
DNA 序 列 的 转录 活化 激动 剂 。 
[0007] ”在 某 些 特定 方面 ,诱导 性 MyoD 转 录 因 子 可 以 用 作 分 化 谱系 指示 子 。 在 某 些 特定 方 
面 , 猪 诱导 型 多 能 细胞 系 02K 可 以 用 作 自 我 更 新 细胞 系 。 在 一 个 特定 方面 ,所 述 方 法 包括 :用 
诱导 性 MyoD 转 录 因 子 对 02K 干 细胞 系 修 饰 ,以 产生 以 肌 生 转录 因子 修饰 的 02KM 细 胞 系 ,以 及 
通过 外 源 调控 来 诱导 这 种 02KM 细 胞 系 以 引导 交替 的 自我 更 新 或 分 化 过 程 。 上 述 修 饰 步 又 可 
进一步 包括 用 染色 体 整 合 的 载体 对 细胞 系 进行 修饰 ,所 述 染 色 体 整合 的 载体 组 成 性 表达 
MY0D1 转 录 因 子 与 来 自 组 成 性 活性 启动 子 区 域 的 ESR1 配 体 结合 的 诱导 性 融合 物 。 例 如 ,所 转 
译 的 融合 转录 物 (例如 MyoDER) 的 诱导 活性 可 在 ESR1 激 动 剂 (例如 17-8B 雌 二 醇 (E2) ) 存在 下 
有 条 件 地 活化 。 
[0008] “在 某 些 方面 ,诱导 步骤 可 进一步 包括 自我 更 新 子 步骤 和 分 化 子 步骤 ,由 双开 关机 
制 调 控 。 在 自我 更 新 子 步 骤 中 ,保持 修饰 的 细胞 系 处 于 未 分 化 的 基态 ,如 在 多 西 环 素 (DOX) 
存在 下 进行 ,从 而 通过 多 能 性 转基因 POU5F1 和 KLF4 的 诱导 表达 使 细胞 系 维持 干细胞 自我 更 
新 状态 。 在 分 化 子 步骤 中 ,如 用 E2 在 无 D0X 存 在 下 处 理 修 饰 的 细胞 系 ,而 细胞 系 通过 诱导 性 
MyoD 转 录 因 子 有 效 地 指定 为 骨骼 肌 细 胞 , 即 肌 生 谱 系 , 从 而 产生 具有 纺锤 体 样 形态 的 特征 
性 细 长 细胞 . 当 在 低 分 裂 素 培养 基 中 进一步 培养 时 ,产生 的 肌 细胞 可 融合 于 多 核 肌 管 , 即 骨 
骼 肌纤维 的 前 体 中 。 在 低 分 裂 素 培养 基 中 长 时 间 培 养 之 后 ,多 核 肌 管 成 熟 成 能 够 终 末 分 化 
的 骨骼 肌纤维 ,所 述 终 末 分 化 如 由 增加 的 MY0G、DES、MYHC 表 达 ; 融 合 ;以 及 具有 可 收缩 潜能 
的 肌 节 肌 原 纤维 的 发 育 所 证 明 。 分 化 子 步骤 可 进一步 包括 在 培养 基 中 添加 某 些 试剂 以 活化 
经 典 WNT 信 号 转 导 通路 以 防止 细胞 死亡 并 且 有 助 于 肌 生 分 化 ,以 及 向 培养 基 中 添加 后 生 调 
节 剂 以 改变 染色 质 结构 以 增强 肌 生 性 基因 表达 。 
[0009] ”本 公开 的 某 些 方面 采用 基因 强化 的 细胞 ,以 在 无 血清 培养 基 中 得 到 不 受 限制 的 更 
新 能 力 以 及 与 骨骼 肌 (构成 非 内 脏 肉 制品 的 占 优 组 织 谱系 ) 的 有 效 会 话 。 当 与 可 扩展 性 组 织 
工程 方法 关联 时 ,这 些 方法 可 革命 化 肉 的 生产 方式 ,并 且 通 过 实现 以 不 受 限 制 的 量 培育 动 
物 组 织 以 进行 动物 自主 培养 肉 生 产 来 向 消 费 者 销售 。 其 它 所 涵盖 的 应 用 包括 体内 异种 移植 
用 途 , 以 及 用 于 药物 筛选 、 发 育 生 理学 和 发 育 生物 学 的 体外 模型 。 
[0010] ”本 公开 还 涉及 以 下 内 容 : 

1 .一 种 生产 培养 肌肉 组 织 的 方法 ,所 述 方法 包括 : 

用 肌 生 转录 因子 修饰 动物 物种 的 自我 更 新 细胞 系 以 产生 以 肌 生 转录 因子 修饰 的 细胞 
系 , 以 及 

通过 外 源 调控 诱导 所 述 经 过 修饰 的 细胞 系 以 维持 所 述 细胞 系 处 于 自我 更 新 过 程 或 使 
所 述 细胞 系 进 入 肌 生 分 化 过 程 。 
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2. 如 第 1 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 肌肉 组 织 为 家 畜 或 家 禽 物 种 的 肌肉 组 织 

p n н I 

4. 如 第 3 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 家 畜 物 种 为 猪 或 牛 。 

5. 如 第 1-4 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 产 生 的 肌肉 组 织 适 于 人 和 非 人 膳食 消费 。 

6. 如 第 1-5 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自我 更 新 细胞 系 选 自 胚胎 干细胞 .诱导 型 
多 能 干细胞 、 胚 外 细胞 系 和 体 细胞 系 。 

7. 如 第 6 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自我 更 新 性 干细胞 系 来 自家 畜 或 家 禽 物种 。 

8. 如 第 7 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自我 更 新 性 干细胞 系 来 自家 畜 物 种 。 

9. 如 第 8 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 家 畜 物 种 为 猪 或 牛 。 

10. 如 第 6-9 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 自我 更 新 性 干细胞 系 来 自 预 期 用 于 人 或 
非 人 膳食 消费 的 任何 动物 物种 、 任 何 伴 个 动物 ,和 /或 来 自用 于 治疗 剂 研发 的 任何 动物 物 
种 。 

11 .如 第 1-10 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 肌 生 转录 因子 选 自 MYOD1、MY0G MYF5、 
MYF6、PAX3、PAX7、 其 旁 系 同 源 物 、 直 系 同 源 物 和 遗传 性 变型 。 

12. 如 第 1-11 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 肌 生 转录 因子 为 MYOD1 。 

13. 如 第 1-12 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 进一步 包括 :将 所 述 经 过 修饰 的 细胞 系 维持 在 

一 培养 基 中 以 使 未 分 化 的 细胞 备料 扩 增 。 

14. 如 第 13 项 所 述 的 方法 ,其 进一步 包括 :将 所 述 经 过 修饰 的 细胞 系 维持 在 包含 多 西 环 
素 的 第 一 培养 基 中 以 使 细胞 备料 扩 增 。 

15. 如 第 1-14 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 进一步 包括 将 所 述 经 过 修饰 的 细胞 系 转移 到 
第 二 培养 基 中 以 进行 谱系 特异 性 分 化 。 

16. 如 第 15 项 所 述 的 方法 ,其 进一步 包括 :在 包含 E2 的 第 二 培养 基 中 处 理 所 述 经 过 修饰 
的 细胞 系 以 进行 谱系 特异 性 分 化 。 

17. 如 第 15 或 16 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 培养 基 进一步 包含 用 于 活化 经 典 WNT 信 和 号 
转 导 通路 的 试剂 ,用 于 后 生 调 节 的 试剂 或 其 组 合 。 

18. 如 第 17 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 培养 基 进 一 步 包 含 用 于 活化 所 述 经 典 WNT 信 和 号 
转 导 通路 的 试剂 。 

19 .如 第 18 项 所 述 的 方法 ,其 中 用 于 活化 所 述 经 典 WNT 信 号 转 导 通 路 的 所 述 试剂 包括 
GSK3B 抑 制剂 。 

20. 如 第 18 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 GSK3B 抑 制剂 选 自 以 下 项 中 的 一 个 或 多 个 成 员 : 
CHIR99021 ‚АЛИ BIO, СНІВ-99021.58216763 .СНІК-98014.Т5119. Jk ih Efi .1М-12.1- 
Azakenpullone,.AR-A01441848SB415286. 

21. 如 第 20 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 GSK38 抑 制剂 为 CHIR99021 。 

22. 如 第 17 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 培养 基 进 一 步 包 含 用 于 后 生 调 节 的 试剂 。 

23. 如 第 22 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 后 生 调 节 剂 选 自 以 下 项 中 的 一 个 或 多 个 成 员 :5AC、 
RG108、 Scriptaid、 丁 酸 钠 、 曲 古 抑 菌 素 A、 辛 二 酰 苯胺 异 羟 肝 酸 、MS-275、CI-994、BML-210、 
M344、MGCD0103、PXD101、LBH-589 Tubastatin А.№С3825 .МСН-51 .№5С-3852 HNHA , BML- 
281 .СВНА .Ѕа1 егтіае. XMR 06. 1ТЕ-2357 „РСІ-24781 АРНА #8 .Рргохіпоѕ+аї 
和 SB-939、 组 蛋白 脱 乙 酰 酶 旁 系 同 源 物 、 组 和 蛋白 乙酰 转移 酶 旁 系 同 源 物 \tet- 甲 基 胞 喀 啶 加 
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XUI ZR [8] И. 2H. ЖЕН ЕН ЖЕШ 57 ZR [8] JR 2Ң А A НА АЕ #7 ZR IH] RI ЯРМА НН 26 
НЕ А АОИ HEA UA XR Cs Jn RAI IE BE ME ҢА ло, ЗЕМ 72 / NNRDARUSWI /SNF 

24. 如 第 22 或 23 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 后 生 调节 剂 为 DNA 甲 基 化 的 抑制 剂 。 

25. 如 第 1-24 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 方法 包括 形成 多 核 肌 管 。 

26. 如 第 1-25 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 其 中 所 述 肌肉 组 织 包括 骨骼 肌纤维 。 

27. 如 第 1-26 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 经 典 WNT 信 号 转 导 通路 通过 对 GSK38 或 
其 底 物 CTNNB1 的 基因 编辑 抑制 来 活化 。 

28. 一 种 体外 产生 的 肌肉 组 织 , 其 通过 如 第 1-27 项 中 任 一 项 所 述 的 方法 来 制备 。 
L0011] ”下 文 参考 任何 随 附 图 式 详 述 本 公开 的 其 它 特征 和 优势 ,以 及 本 公开 的 各 个 实施 方 
案 的 结构 和 操作 。 


úo NS 


附 图 说 明 

[0012] ”图 1. 图 1 示 出 了 MyoDER DNA 序 列 。 

[0013] ”图 2 .图 2 为 一 种 方法 的 示意 图 ,所 述 方法 包括 用 于 扩 增 未 分 化 细胞 系 或 骨骼 肌 谱 
系 特 化 的 双开 关 调 控 机 制 。 
[0014] ”图 3. 图 3 为 示 出 应 用 于 由 DOX 或 E2 调 控 的 肌 生 性 经 过 修饰 的 02KM 细 胞 系 的 双开 关 
机 制 的 示意 图 。 
[0015] ”图 4A .图 4A 为 可 选 MyoDER 转 基因 表达 盒 的 示意 图 ,箭头 和 盒子 分 别 表示 启动 子 和 
基因 序列 。 
[0016] ”图 名 .图 4B 示 出 了 抗 MY0D1 抗 体 在 杀 稳 瘟 菌 素 (blastidicin) 所 选 02K 中 的 MyoDER 
转基因 表达 的 西方 墨 点 图 像 检 测 。 将 转基因 表达 盒 修 饰 的 02K 命 名 为 02KM。 检 测 TUBA (a- 微 
APER EI) 作为 内 负载 对 照 物 。 

[0017] ”图 5. 图 5 为 示 出 02KM 细 胞 在 如 亲本 02K 细 胞 系 的 自我 更 新 条 件 下 显示 稳定 的 紧凑 
菌落 形态 的 图 像 。 
[0018] ”图 6. 图 6 为 一 组 图 像 ,所 述 图 像 示 出 了 在 以 聚 D- 赖 氨 酸 + 层 粘连 蛋白 +MATRIGEL 涂 
布 的 呈 上 、 在 用 于 无 酚 自 我 更 新 培养 基 (SRM) 的 +/-0.25uM5- 氮 杂 - 胞 喀 啶 核 苷 (DAC) 存在 
下 、 在 5%02 下 培养 3 天 的 02KM, 之 后 在 补充 有 3hMCHIR99021 的 无 酚 红 肌 生 性 诱导 培养 基 
(МТМ) 中 在 20%02 下 用 或 不 用 17-B 肉 三 醇 (E2) 诱导 MyoDER 融 合 和 蛋白 2 天 。C.02KM 在 E2 诱 导 第 

2 天 的 相差 图 。 
[0019] ”图 7. 图 7 示 出 了 在 指定 的 2 天 E2 诱 导 方案 之 后 收集 的 分 化 02KM 细 胞 溶解 产物 中 ， 
MYOD1 (MyoD) 、MYF5 (Myf5) 和 MY06G (成 肌 素 ) 的 西方 墨 点 分 析 。MyoDER 迁 移 : 约 75kD。 预 期 的 内 
源 MY0D1 迁 移 :45-50kD。 

[0020] ”图 8. 图 8 示 出 了 在 2 天 的 10n ME2 诱 导 时 程 之 前 和 之 后 ,在 暴露 于 5AC 的 02KM 培 - 养 物 
中 的 肌 细胞 细胞 表面 标记 NCAM (Alexa568) 和 核 (DAP) 的 免疫 荧光 检测 图 。 
[0021] ”图 9. 图 9 示 出 了 以 下 物质 的 一 组 相差 图 :i .在 聚 D 赖 氨 酸 + 明胶 + 层 粘 连 和 蛋白 上 在 
5%0z 下 在 SRM 中 培养 的 未 分 化 的 基态 02K 菌 落 ,ii.-vi. 从 如 图 片 i .中 所 示 的 基态 、 在 补充 
有 ii.0nM iii.IuM、 iv.3uM、v.6uM 或 vi.9uMCHIR99021 的 分 化 培养 基 (DM) 中 在 20%0。 
下 分 化 2 天 的 粘 附 菌落 。 当 培养 物 中 的 拟 胚 体 暴露 于 6uM (vii.) 或 9uM (viii.) CHIR99021 
时 , 非 粘 附 菌 落 占 优势 。 


а, 
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[0022] ”图 10. 图 10 示 出 了 说 明 在 分 化 期 间 的 粘 附 02K 细 胞 群体 变化 的 条 形 图 。 百 分 比 表 示 
在 指定 浓度 ( 示 于 图 9 的 图 片 ii.-vi .中 ) 的 CHIR99021 存 在 下 2 天 之 后 培养 物 中 所 存在 的 粘 
附 细胞 相对 于 在 从 基态 ( 示 于 图 9 的 图 片 i. 中 ) 分 化 之 前 所 存在 的 粘 附 细胞 的 比率 .对 于 每 
一 所 列 培养 条 件 ,n 二 3。 

[0023] ”图 11 .图 11 示 出 了 膜 联 蛋白 V 标 记 细 胞 的 流 式 细胞 术 分 析 的 条 形 图 。 在 分 析 之 前 ， 
在 20%0? 下 在 分 化 培养 基 中 、 在 0uM 1IuM、3uM 或 6uMCHIR99021 存 在 下 培养 未 分 化 的 02K 
菌落 1 天 。 

[0024] ”图 12. 图 12 示 出 了 在 指定 浓度 的 CHIR99021 存 在 下 从 基态 (如 图 9 中 所 示 ) 分 化 的 培 
养 物 中 GSK3B 底 物 丝氨酸 33、37 和 苏 氨 酸 41 处 的 相对 CTNNB1 (B- 连 环 蛋 白 ) 水 平和 硫 酰 化 p 
CTNNB1) 的 西方 墨 点 分 析 。 在 收集 之 前 ,使 培养 物 暴 露 于 50nM 伦 莹 海绵 诱 癌 素 A (Calyculin 
А) 和 30nMMG-132 持 续 3 小 时 以 使 用 于 比较 分 析 的 p-CTNNB1 的 可 检测 水 平稳 定 。 
[0025] ”图 13A. 图 13A 示 出 了 说 明 如 图 12 中 所 示 的 p-CTNNB1/CTNNB1 带 的 密度 比 的 图 。 
[0026] ”图 13B. 图 13B 示 出 了 说 明 如 图 12 中 所 示 的 CTNNB1/TUBA 带 的 密度 比 的 图 。 
[0027] ”图 14. 图 14 示 出 了 说 明 分 化 标记 时 程 西方 墨 点 分 析 的 图 像 。 在 CHIR99021 存 在 下 从 
基态 分 化 的 02K 培 养 物 中 多 能 性 标记 POU5F1 和 KLF4 以 及 前 肌 生 性 上 段 标记 PAX3 的 表达 水 
[0028] ”图 15. 图 15 示 出 了 在 无 (ЕР) RA (НЯ) 5-Aza- 胞 喀 啶 核 苷 (5AC) 存在 下 分 化 的 
02KM 肌 细胞 的 终 末 分 化 的 图 像 . 注 意 左 图 具有 平坦 形态 的 肌 细胞 衍生 物 (-5AQ) ,与 左 图 中 
的 细 长 多 核 肌 管 (+5AC) 相反 。 

[0029] ”图 16. 图 16 示 出 了 如 在 图 9 的 图 片 i-ii 中 在 培养 物 24 小 时 的 过 渡 之 前 和 之 后 凋 亡 
细胞 的 膜 联 和 蛋白 VY 标记 。 

[0030] ”图 17A. 图 17A 示 出 了 在 分 化 环境 过 渡 (12-48 小 时 ) 之 前 (0 小 时 ) 和 之 后 (12-48 小 
时 ) ,基态 菌落 中 全 长 CPP32 ( 约 32kD 酶 原 3a) 和 裂解 大 片段 ( 约 17kD 和 裂解 半 胶 天 冬 酶 3a) 的 西 
方 墨 点 检测 。 

[0031] ”图 17B. 图 17B 示 出 了 在 指定 CHIR99021 水 平 存在 下 向 分 化 环境 过 渡 42 小 时 之 后 , 菌 
沙 中 的 全 长 CPP32 和 裂解 片段 的 西方 墨 点 检测 。 

[0032] ”图 18. 图 18 示 出 了 在 含有 6unMCHIR99021 分 化 环境 中 形成 的 拟 胚 体 经 2 天 以 及 在 转 
移 到 以 聚 D 赖 氮 酸 + 层 粘 连 旦 白 +MATRIGEL 涂 布 的 衬 底 再 经 1 天 (第 3 天 , 左 图 ) 或 3 天 (第 5 天 ， 
ЖИ) 之 后 的 过 度 生 长 形态 。 

[0033] ”图 19A. 图 19A 示 出 了 来 自在 无 3i、DOX、hLIF 和 E2 存 在 下 、 在 含有 KOSR 的 分 化 环境 中 
培养 的 未 经 过 修饰 的 piPSC 的 溶解 产物 的 西方 墨 点 。 

[0034] ”图 19B. 图 19B 示 出 了 来 自在 DOX、LIF 和 3i 存 在 下 培养 的 MyoDER 修 饰 pDiPSC 的 溶解 产 
物 的 西方 墨 点 。 将 MYODER 修 饰 的 piPSC 在 自我 更 新 或 扩 增 环境 中 培养 3 天 。 
[0035] ”图 20A. 图 20A 为 02KM 扩 增 和 诱导 方案 、 接 着 为 终 末 分 化 方案 的 示意 图 。 
[0036] ”图 20B. 图 20B 示 出 了 肌 管 形态 和 构象 ,诱导 后 (第 2 天 ) ,piPSC 当 在 扩 增 和 诱导 方案 
期 间 暴 露 于 5AC 时 发 育成 细 长 的 各 项 异性 的 届 光 肌 管 。 

[0037] ”图 20C. 图 20C 示 出 了 到 第 6 天 的 肌 球 重 白 重 链 的 均匀 表达 。 

[0038] ”图 20D. 图 20D 示 出 了 肌 管 多 核 化 , 左 图 :第 4 天 终 末 分 化 培养 物 的 放大 图 。 带 支架 的 
箭头 表示 单一 肌 管 内 的 多 个 核 。 右 图 :通过 碘 化 丙 喧 标记 和 流 式 细胞 术 分 析 所 显示 的 由 肌 
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管 倍数 表示 的 肌 核 分 布 ,n= 二 3, 示 出 了 标准 偏差 。 

[0039] ”图 20E .图 20E 的 西方 黑 点 法 示 出 了 历经 8d 的 过 程 肌 间 线 和 蛋白 (РЕЗ) 和 成 肌 素 
(MYOG) 的 表达 增加 。 

[0040] ”图 20F .图 20F 示 出 了 伴随 终 末 分 化 的 从 细胞 周期 的 退出 。 

[0041] ”图 20G. 图 206 示 出 了 第 6 天 的 肌 管 的 透射 电子 显微镜 术 。 使 肌 节 结构 单元 在 单行 
( 左 图 ) 和 交错 的 平行 行 ( 右 图 ) 中 对 齐 。 

[0042] ”图 21A. 图 21A 示 出 了 在 自 收缩 性 第 6 天 的 肌 管 亚 群 中 观测 到 不 同步 的 单 细胞 瞬 态 
周期 ( 左 图 、 中 图 和 右 图 ) 。 
[0043] ”图 21B. 图 21B 示 出 了 通过 在 第 6 天 的 肌 管 中 进行 1.0Hz 场 刺激 所 实现 的 钙 瞬 态 周 期 
的 FOV 活 化 和 同步 。 
[0044] ”图 21C. 图 21C 示 出 了 通过 10mM 咖 啡 因 使 第 6 天 的 肌 管 发 生 FOV 钙 瞬 态 活化 。 

[0045] ”图 21D. 图 21D 对 通过 100nM 乙 酰 胆 碱 在 第 7 天 的 肌 管 中 所 发 生 的 钙 瞬 态 活 化 的 单 细 
胞 分 析 。 


具体 实施 方式 
[0046] ”以 提供 描述 性 支持 所 必需 的 程度 , 随 附 权 利 要 求 书 的 主题 和 /或 文本 以 引用 方式 
整体 并 入 本 文中 。 本 书面 说 明 书 的 所 有 读者 都 将 了 解 ,在 本 文中 所 述 且 要 求 保护 的 示例 性 
实施 方案 可 以 在 无 任何 本 文 特别 公开 或 没有 特别 公开 的 所 引用 特征 、 要 素 或 步骤 存在 下 适 
当地 实践 。 

[0047] ”贯穿 本 公开 ,术语 一 个 (种 ) ”实体 是 指 所 述 实体 中 的 一 个 (种 ) 或 多 个 (种 ) ;例如 ， 
将 一 种 聚 核 音 酸 "理解 为 表示 一 种 或 多 种 聚 核 音 酸 。 因 此 ,术语 一 个 (种 )”、 一 个 (种 ) 或 
多 个 (种 )” 和 “至 少 一 个 (种 ) ”可 在 本 文中 互 换 使 用 。 

[0048] ”此 外 ,“ 和 /或 " 当 用 于 本 文中 时 被 视 为 特定 公开 两 种 指定 特征 或 组 分 (有 或 无 其 
它 ) 中 的 每 一 种 。 因 此 ,如 在 本 文中 用 于 词语 如 “A 和 /或 B” 中 的 术语 “和 /或 ”意图 包括 “A 和 
B". "ABB" , "A" (EXE) RU “В” (单独 ) ,同样 地 ,如 用 于 词语 如 “A、B 和 /或 C" 中 的 术语 “和 /或 
意图 涵盖 以 下 方面 中 的 每 一 个 :A、B 和 C;A、B 或 C;A 或 C;A 或 B;B 或 C;A 和 C;A 和 B;B 和 C;A CH 
独 ) ;B (单独 ) ;和 C (单独 ) 。 

[0049] ”应 了 解 ,本 文中 无 论 在 哪里 用 措辞 “包含 (包括 )” 描 述 方面 ,还 提供 以 术语 “由 ... 
组 成 "和 /或 “基本 上 由 .. .组 成 "描述 的 另外 的 类 似 方面 。 

[0050] ”除非 另外 定义 ,否则 本 文 使 用 的 所 有 技术 术语 和 科学 术语 都 具有 与 本 公开 所 涉及 
领域 的 普通 技术 人 员 通 常 所 理解 相同 的 含义 。 例 如 《生物 医学 和 分 子 生物 学 简明 词典 
(Concise Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology) },Juo,Pei-Show, %2 
版 ,2002,CRC 出 版 社 ;《 细 胞 分 子 生物 学 词典 (Dictionary of Cell and Molecular 
Biology)》, 第 3 版 ,1999 ,学 术 出 版 社 ; 和 《牛津 生物 化 学 与 分 子 生物 学 词典 (Oxford 
Dictionary Of Biochemistry And Molecular Biology) 》, 修 订 ,2000, 牛 津 大 学 出 版 社 向 
本 领域 技术 人 员 提 供 本 公开 中 所 用 的 许多 术语 的 通用 词典 。 

[0051] ”以 Systeme International de Unites (SI) 接受 的 形式 表示 单位 前 级 和 符号 。 数 
值 范围 包括 界定 范围 的 数字 。 除 非 另 有 规定 ,否则 从 5 到 3 书写 核酸 序列 并 且 从 左 到 右 以 
氨基 到 凑 基 的 取 同 书写 氨基 酸 序 列 。 在 本 文中 提供 的 标题 不 是 本 公开 的 各 个 方面 的 限制 ， 
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可 通过 总 体 参 考 说 明 书 来 取 标题 

[0052] ”除非 在 本 文中 男 有 规定 ， 否则 所 有 本 文 所 述 的 方法 都 可 以 任何 合适 的 顺序 进行 
[0053] ”不 应 将 本 说 明 书 中 的 措辞 或 术语 视 为 指示 任何 未 要 求 保护 的 要 素 为 必要 的 或 重 
要 的 。 

[0054] ”除非 在 本 文中 另 有 规定 ,否则 在 本 文中 叙述 值 的 范围 仅 旨 在 充当 个 别 地 提 及 每 一 
属于 所 述 范围 的 独立 值 的 速记 方法 ,并 且 将 每 一 独立 值 并 入 说 明 书 中 ,就 如 同 其 在 本 文中 
被 个 别 地 叙述 一 般 。 当 提供 有 具体 的 值 范围 时 ,应 了 解 每 一 居中 值 都 意图 包括 于 其 中 ,并且 还 
包括 所 有 较 小 的 子 范围 。 

[0055] ”本 文 提供 用 于 从 体外 细胞 来 源 产生 功能 性 骨骼 肌 的 新 型 且 改 善 的 方法 ,所 述 功能 
性 骨骼 肌 用 于 培育 肉 , 如 工程 化 组 织 或 其 它 食用 产品 ,涵盖 这 些 方法 ,例如 用 于 家 畜 自 主 肉 
生产 的 方法 ,其 中 肉 是 预期 用 作 人 、 伴 侣 动物 .尸体 预期 用 于 食用 用 途 的 驯化 或 捕获 动物 、 
服务 型 动物 、 受 保护 动物 物种 、 用 于 实验 目的 的 动物 或 细胞 培养 物 的 食用 食物 或 营养 组 分 
的 源 于 任何 多 细胞 动物 组 织 或 细胞 的 食用 产品 。 

[0056] ”还 提供 体外 产生 的 动物 组 织 ,如 通过 本 文 所 公开 的 各 个 方面 中 的 任 一 个 制备 的 肌 
肉 组 织 。 在 某 些 方面 ,细胞 来 源 为 干细胞 来 源 ,例如 可 自我 更 新 的 干细胞 系 。 所 述 方法 的 某 
些 方面 采用 源 自 预 期 物种 的 肌 生 性 .诱导 性 转基因 修饰 的 可 自我 更 新 的 细胞 系 。 在 某 些 方 
面 , 预 期 物种 可 为 任何 可 食用 物种 ,包括 家 畜 和 家 禽 物 种 ,在 某 些 方面 ,预期 物种 为 家 畜 物 
Tb, un ZEB AE Uf E iE ege 水牛、 免 等 。 在 某 些 方面 ,预期 物种 为 家 禽 物 种 ， 
养 的 鸡 、 火 鸡 、 鸭 、 笋 、 蚀 子 等 ,在 某 些 方面 ,预期 物种 为 常见 的 游戏 物种 ,如 野 鹿 、 竟 鸡 类 
EKE FRE ERSAM, оо 
水 产业 操作 商业 收集 或 为 好 玩 而 收集 ,包括 某 些 鱼 、 甲 党 动物 .软体 动物 .涉足 动物 、 鲸 目 动 
物 、 鳄 目 动物 、 海 鱼 、 蛙 等 ,在 某 些 方面 ,预期 物种 为 稀有 的 受 保护 或 灭绝 的 动物 物种 ,在 某 
些 方 面 , 预 期 物种 为 任何 显示 骨骼 肌 组 织 特 化 能 力 的 多 细胞 动物 物种 ,在 某 些 方面 ,预期 物 
种 为 用 于 研究 目的 或 治疗 目的 ,如 人 、` 灵 长 类 动物 .中 此 动物 СЕРЕ ЖА ЖП ДУБА) 和 伴侣 动物 
如 狗 、 猫 、 马 等 。 

[0057] ”在 某 些 方面 ,由 双开 关机 制 调控 细胞 系 以 维持 细胞 系 处 于 自我 更 新 过 程 或 者 直接 
肌 生 分 化 中 。 

[0058] ”本 文 所 公开 的 方面 的 亲本 /宿主 细胞 系 具 有 以 下 性 质 :永生 (自我 更 新 性 ) АА 
有 分 化 改编 .指定 或 以 其 它 方式 转化 成 骨骼 肌 谱 系 的 潜能 ,如 以 下 方案 包括 引导 肌 生 性 转 
化 的 一 种 或 多 种 组 分 。 三 类 干细胞 可 以 用 作 可 扩展 性 培育 的 细胞 来 源 : (1) 谱系 限制 性 一 级 
成 年 祖 细胞 干细胞 分 离 物 、(2) 谱系 限制 性 永生 化 细胞 系 ,以 及 (3) 多 能 干细胞 系 , 己 经 确定 
这 些 方法 中 的 每 一 个 在 充当 堵 养 肉 生 产 用 细胞 来 源 方面 具有 优势 和 缺陷 。 

谱系 限制 性 一 级 成 年 祖 细 胞 干细胞 分 离 物 。 其 包括 定型 为 构成 肉 制 品 的 谱系 如 骨骼 肌 
的 成 年 祖 细 胞 . 骨 肿 肌 祖 细胞 包括 但 不 限于 卫星 细胞 .成 肌 细 胞 和 肌 细 胞 .其 优势 包括 i) 
一 级 成 年 祖 细胞 局 限于 特定 谱系 并 且 需 要 极 少 或 不 需要 对 所 需 谱 系 的 体外 特 化 ;以 及 ii) 
一 级 成 年 祖 细胞 不 需要 遗传 修饰 来 谱系 特 化 。 其 缺陷 包括 :i) 其 必须 从 新 鲜 屠 宰 的 动物 己 
体 收集 或 者 从 有 创 生 检 获 得 。 任 一 方法 都 传达 着 对 家 冀 的 依赖 ,并且 使 家 畜 自 主 生产 的 益 
处 折衷 ,到 家 畜 用 于 所 述 过 程 中 的 程度 ; ii) 一 级 细胞 分 离 是 极其 低 效 的 过 程 . 所 需 细 胞 包 
含 来 源 组 织 的 一 部 分 ,所 需 细 胞 的 一 部 分 存活 过 分 离 过 程 ,所 需 细 胞 谱系 必须 从 存活 细胞 
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的 混合 群体 分 离 , 从 而 需要 另外 的 纯化 和 扩 增 步骤 。iii) 一 级 成 年 祖 细胞 服从 REB M v 
ВЫ (Hayflick Limit)”, 其 中 细胞 在 丧失 其 增殖 能 力 之 前 仅 可 分 裂 有 限 次 数 。 此 外 ,一 级 成 
年 祖 细胞 丧失 其 以 与 长 久 传代 相符 的 方式 终 未 分 化 的 能 力 。 因 此 ,必须 从 一 级 细胞 分 离 物 
获得 其 它 细胞 ,从 而 限制 从 单一 分 离 物 的 培育 规模 可 扩大 性 ;以 及 iv) 适用 于 培养 肉 生 产 的 
组 织 如 骨骼 肌 的 谱系 的 一 级 细胞 培养 物 具有 锚 定 依赖 性 ,从 而 限制 了 培养 物 的 体积 规模 可 
扩大 方法 。 在 混 巧 液 培养 物 中 ,这些 细 胞 可 能 易于 因 失 梨 凋 亡 而 发 生 细胞 死亡 。 

[0059] ”谱系 限制 性 永生 化 细胞 系 。 其 为 谱系 定型 一 级 细胞 ,所 述 一 级 细胞 经 过 基因 改变 
以 无 限 地 自我 更 新 ,同时 保留 其 终 末 分 化 的 能 力 或 者 受到 谱系 限制 。 其 优势 包括 :i “永恒 
地 自我 更 新 ”( 即 不 服从 海 佛 烈 克 极限 ) 并 且 可 无 限 地 扩 增 以 进行 可 扩展 性 家 畜 自 主 培 
育 ;ii) 局 限于 特定 谱系 并 且 需 要 极 少 或 不 需要 进一步 的 体外 特 化 ,其 缺陷 包括 :i) ЖН Ж 
些 能 按照 适用 于 培养 肉 生 产 的 谱系 (例如 骨骼 肌 ) 分 化 的 物种 的 永生 化 谱系 限制 性 细胞 系 
可 能 需要 发 育 ;ii) 谱系 定型 细胞 系 的 培养 物 具 有 销 定 依赖 性 ,从 而 限制 了 规模 可 扩大 性 。 
在 混 蔡 液 培 养 物 中 ,谱系 定型 细胞 系 可 能 易于 因 失 虽 凋 亡 而 发 生 细 胞 死亡 ;以 及 iii) 可 实 
现 永生 化 的 细胞 转型 使 基因 修饰 成 为 必需 ,还 没有 充分 表征 永生 化 适用 的 一 级 细胞 群体 
而 不 干扰 其 终 末 分 化 能 力 所 必 需 的 基因 修饰 。 

[0060] ”多 能 干细胞 系 :多 能 干细胞 系 包 括 维持 以 未 分 化 状态 自我 更 新 或 替代 地 分 化 成 任 
何 组 织 谱系 的 能 力 的 胚胎 干细胞 或 诱导 型 多 能 干细胞 GPSO) 。 其 优势 包括 :i) 一般 来 说 ,多 
能 干细胞 系 以 大 于 一 级 或 永生 化 谱系 限制 性 细胞 系 的 速率 增殖 ,从 而 减少 在 生产 过 程 中 生 
物质 扩 增 所 需 的 时 间 ;ii) 多 能 干细胞 可 以 在 混 甚 液 培养 物 中 培育 成 拟 胚 体 ,从 而 增强 每 单 
位 培养 物体 积 的 培养 物 规 模 可 扩大 性 。 此 外 ,可 以 将 拟 肛 体 培养 成 与 微 模具 和 生物 印刷 组 
织 装 配方 法 相 容 的 生物 油墨 ;以 及 iii) 如 永生 化 谱系 限制 性 细胞 系 那 样 ,多 能 干细胞 不 
服从 海 佛 烈 殉 极 限 " 并 且 可 无 限 地 扩 增 以 进行 可 扩展 性 家 畜 自 主 培育 .其 缺陷 包括 :i) 源 
自 某 些 物 种 的 可 靠 的 豚 胎 干细胞 系 可 能 需要 发 育 ;ii) iPSC 改 编 和 自我 更 新 的 方法 可 能 具 
有 转基因 依赖 性 .因此 ,iPSC 多 能 性 可 能 需要 基因 修饰 来 进行 未 分 化 状态 的 诱导 和 自我 更 
新 .有 效 的 iPSC 分 化 需要 使 改编 和 维持 与 分 化 状态 互 斥 的 未 分 化 状态 所 用 的 转基因 沉默 的 
机 制 ,以 避免 抵触 对 所 需 谱 系 特 化 不 利 的 转录 网 络 活化 ;以 及 iii) 相对 于 谱系 限制 性 一 级 
成 年 祖 细 胞 干细胞 和 永生 化 细胞 系 , 多 能 干细胞 通常 需要 其 它 谱 系 特 化 步骤 来 发 展 和 丰富 
所 需 谱 系 特 化 。 

[0061] ” 除 上 文 提供 的 三 种 干细胞 类 别 以 外 ,本 文 还 涵盖 其 它 杀 本 /宿主 细胞 系 , 例 如 , 肌 
生 湾 能 之 前 已 由 畸 胎 瘤 测 定 确立 的 诱导 型 滋养 层 细 胞 系 (表示 外 胚 型 非 多 能 、 非 体 永 生化 
细胞 ) 也 可 适 于 肌 生 转化 ,例如 ,针对 多 能 性 局 部 改编 的 体 细胞 系 可 以 具有 肌 生 潜能 ,但 不 
能 形成 呈现 三 个 胚胎 胚层 的 畸 胎 瘤 。 例 如 ,虽然 其 存在 有 和 争议 ,但 是 STAP 细 胞 系 ( 多 能 性 的 
刺激 触发 性 获得 ) 可 具有 肌 强 效 性 和 自我 更 新 性 。 

[0062] ” ”02k 细胞 系 .02K 细 胞 系 为 从 植 入 前 猪 胚 胎 的 内 细胞 群 建立 的 诱导 型 多 能 干细胞 
系 。 已 经 研究 了 02K 细 胞 系 , 并 且 发 现 02K 的 自我 更 新 状态 可 通过 使 用 Tet-0n 诱导 体系 由 
多 西 环 素 ( 即 D0X) 转录 性 活化 POU5F1 和 KLF4 转 基因 来 维持 。 

[0063] ”MYO0D1 转 录 因 子 。MY0D1 ( 即 MyoD) 为 骨骼 肌 谱 系 定型 的 首要 调控 剂 ,先前 已 经 描述 
了 MyoDER 构 贷 体 ,其 由 鼠 MY0D1 基 因 与 编码 人 雌 激 素 受 体 a 的 配 体 结合 域 的 序列 的 基因 融合 
物 组 成 , 示 于 图 1 中 (SEQ ID NO: D 。 在 图 1 中 ,MyoDER 由 在 鼠 MY0DI 基 因 在 Nar I 限 制 酶 消化 
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位 点 与 ESR1 (HI ДА Ж Жа) 核 音 酸 844-1781 的 配 体 结合 域 编 码 序 列 之 间 的 基因 融合 物 
组 成 。 还 存在 未 指定 的 连接 子 序 列 和 Cla 1 连接 子 序列 .通过 添加 肉 激 素 受 体 a 配 体 178- 峻 
二 醇 ( 即 E2) 来 转译 后 诱导 MyoDER 融 合 构筑 体 的 肌 生 特 化 活性 。 在 无 178- 肉 二 醇 存 在 下 ， 
MyoDER 保 持 非 活性 状态 ,MyoDER 构 筑 体 在 本 文中 称 为 “诱导 性 MyoD”。 

[0064] ”现在 参考 图 2, 一 个 方面 为 细胞 -备料 - 扩 增 , 即 在 维持 细胞 备料 以 继续 可 扩展 性 培 
育 所 必需 的 自我 更 新 条 件 下 扩 增 细胞 系 。 另 一 方面 为 谱系 - 特 化 /分 化 , 即 诱导 肌 生 性 谱系 
分 化 以 进行 进一步 组 织 培育 过 程 ,因此 , 某 些 方面 可 概括 成 包括 两 个 主要 步 又 :i) 用 肌 生 转 
录 因 子 修饰 所 选 自我 更 新 细胞 系 , 以 产生 以 肌 生 转录 因子 修饰 的 细胞 系 ,以 及 ii) 通过 外 源 
调控 诱导 这 些 修饰 的 细胞 系 以 维持 于 自我 更 新 过 程 或 进入 分 化 过 程 。 如 本 文中 使 用 ,用 肌 
生 转 录 因 子 “ 修 饰 ” 细 胞 系 是 指 将 可 操作 地 编码 肌 生 转录 因子 (如 通过 转 染 、 转 导 、 转 型 等 来 
实现 ) 的 核酸 载体 或 构筑 体 插 入 细胞 系 中 ,其 中 经 过 修饰 的 细胞 系 表达 所 述 肌 生 转 录 因 子 。 
在 某 些 方面 ,使 所 插入 的 肌 生 转录 因子 诱导 式 表达 以 产生 诱导 性 - 肌 生 转录 因子 细胞 修饰 
的 细胞 系 。 如 本 文中 使 用 “诱导 式 ” “诱导 性 ?等 是 指 可 用 于 外 源 调控 基因 产物 如 肌 生 转录 
因子 的 活性 的 任何 基因 工程 化 方法 。 诱 导 方 法 包括 但 不 限于 通过 配 体 诱 导 性 转录 因子 技术 
(例如 tet-on、tet-off、RheoSwitch) 定点 再 组 合 技术 (例如 Cre-LoxP、flp-FRT) 、 转 座 子 技 
Ж (例如 Sleeping Beauty,PiggyBac) 、 配 体 结 合 受 体 融合 技术 (例如 峻 激素 、 孕 酮 \ 雄 激素 、 
甲状 腺 激素 、 糖 皮质 激素 、 他 莫 昔 芬 配 体 激 动 剂 ) 和 对 带 有 肌 生 转录 因子 基因 的 染色 体外 表 
达 载 体 进行 瞬 态 转 染 来 调控 肌 生 转录 因子 活性 。 在 某 些 方面 ,将 核酸 构筑 体 或 载体 以 染色 
体 方式 整合 到 经 过 修饰 的 细胞 系 中 。 自 我 更 新 细胞 系 的 代表 性 实例 包括 选 自 胚胎 干细胞 、 
诱导 型 多 能 干细胞 和 永生 谱系 限制 性 细胞 系 的 那些 。 在 某 些 方面 ,这些 自我 更 新 细胞 系 源 
自 预期 用 于 膳食 消费 或 用 于 研究 目的 或 治疗 目的 的 物种 . 肌 生 转录 因子 的 代表 性 实例 包括 
单独 或 组 合 使 用 的 MYOD1 、MYOG、MYF5、MYF6、PAX3、PAX7、 其 旁 系 同 源 物 、 直 系 同 源 物 、 遗 传 性 
变型 ,或 本 文 所 公开 的 肌 生 转录 因子 的 各 别 启动 子 识别 DNA 序 列 的 转录 活化 激动 剂 。 

[0065] ”现在 参考 图 3, 图 3 包括 由 DOX 或 EB2 调 控 的 肌 生 性 修饰 的 02KM 细 胞 系 的 双开 关机 第 
的 示例 性 示意 图 。 如 图 3 中 所 示 , 在 02KM 干 细胞 自我 更 新 过 程 期 间 ,在 DOX 存 在 下 在 自我 更 新 
培养 基 (SRM) 中 诱导 多 能 性 转基因 PO0U5F1 和 KLF4 表 达 ,而 当 不 存在 DO0X 时 这 种 表达 受到 抑 
制 。 类 似 地 ,在 02KM 肌 生 分 化 过 程 期 间 ,在 E2 存 在 下 在 肌 生 诱导 培养 基 (MIM) 中 通过 诱导 性 
MyoD 转 基因 活化 肌 生 分 化 ,而 当 不 存在 E2 时 这 种 定向 分 化 无 活性 。 

[0066] “” 某 些 方面 提供 分 化 / 特 化 方法 ,所 述 方法 在 MIM 中 包括 除 E2 以 外 的 其 它 试剂 以 防止 
细胞 死亡 并 且 调 节 染 色 质 的 后 生 状态 . 例 如 ,可 将 糖 原 合 成 酶 激酶 -38(G1yogen Synthase 
Kinase-38;GSK3P) 抑制 剂 添 加 到 SRM 和 MIM 中 以 活化 经 典 WNT 信 号 转 导 通 路 ,这 又 会 在 D0X 退 
出 之 时 增强 肌 生 分 化 并 且 减 少 细胞 死亡 ,不 受理 论 限制 ,在 某 些 方面 ,后 生 模 块 化 改变 肌 生 
转录 因子 对 染色 质 的 活化 和 /或 增强 肌 生 转录 因子 如 MYF5 的 表达 。 

[0067] ”应 了 解 GSK3B 抑 制 包括 用 小 分 子 进 行 靶 向 。 基 因 编 辑 也 是 一 种 通过 WNT 信 号 转 导 活 
化 来 增强 骨骼 肌 特 化 的 有 希望 的 方法 ,例如 ,在 宿主 /亲本 细胞 系 中 可 以 通过 使 G6SK3B 等 位 
基因 突变 来 抑制 G6SK3B, 使 6SK3B 等 位 基因 突变 通过 序列 特异 性 插入 或 缺失 技术 ( 即 锌 指 核 
酸 酶 (Zinc-Finger Nuclease) 、TALEN、CRISPR) 来 实现 。 内 源 启 动 子 区 域 的 突变 可 用 于 抑制 
GSK3B 表 达 。 或 者 ,GSK3B 开 放 阅 读 框 可 以 使 用 相同 方法 缺失 或 突变 以 消除 GSK38 活 性 。 同 样 
地 ,GSK38 的 下 游 硫 酰 化 目标 :8- 连 环 蛋 白 (CTNNB1) 可 以 在 编码 由 GSK38 磷 酸化 的 残 基 的 密 
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码 子 处 突变 ,从 而 防止 G6SK3B 将 CTNNB1 硫 酰 化 ,从 而 产生 组 成 性 活性 的 稳定 CTNNB1 ,这 种 “ 基 
因 编 辑 ? 法 将 降低 通过 小 分 子 靶 向 进行 GSK38 抑 制 的 成 本 ,并且 可 能 改善 肉 制 品 的 安全 概 
TU ,因为 在 所 述 过 程 期 间 不 需要 其 它 化 学 物质 来 抑制 GSK38。 涵 盖 进 行 Wnt 信 和 号 转 导 抑制 的 
第 三 种 方法 包括 使 用 GSK3B 的 反 义 核酸 抑制 剂 或 持 抗 WNT 通 路 的 其 它 因 子 。 其 可 以 包括 使 用 
序列 靶 向 性 shRNA 或 miRNA 的 RNA 干 涉 法 。 
[0068] 某 些 特定 方面 提供 GSK3B 换 制剂 促进 例如 在 DO0X 退 出 之 时 的 细胞 存活 的 用 途 。GSK3 
8B 抑 制剂 的 一 个 说 明 性 实例 为 CHIR99021。 其 它 代表 性 GSK38 抑 制剂 可 以 包括 不 限于 :氧化 
^ti BIO, SB216763,CHIR-98014,TWS119, Жтт (Tideglusib) 、IM-12、1-Azakenpullone、 
AR-A014418 和 SB415286 。 在 不 受理 论 束缚 的 情况 下 , 据 信 伴随 有 DOX, 通过 涉及 GSK38 抑 制 的 
WNT 信 号 转 导 通路 来 维持 未 分 化 细胞 的 两 种 自我 更 新 。 
[0069] ”在 不 受理 论 束 缚 或 不 受 任何 特定 代表 性 实例 限制 的 情况 下 ,观测 到 DO0X 与 GSK38 抑 
制剂 CHIR99021 从 补充 有 N-2 和 B-27 血 清 奉 代 物 的 培养 基 同 时 退出 会 加 速 分 化 中 02K 亲 本 系 
在 48 小 时 内 的 大 规模 细胞 死亡 ,在 CHIR99021 存 在 下 退出 DOX 可 实现 分 化 中 02K 的 存活 。 通 过 
形态 学 、 细 胞 粘 附 测 定 、 裂 解 半 胱 天 冬 酶 -3 积累 和 膜 联 蛋白 V 标 记 来 证 实在 无 GSK38 抑 制剂 
存在 下 分 化 中 02K 细 胞 的 死亡 以 及 在 所 述 GSK38 抑 制剂 存在 下 的 相应 存活 率 。 在 亲本 02K 细 
胞 系 中 ,GSK38 的 抑制 和 谐 地 引起 其 硫 酰 化 底 物 CTNNB1 (经 典 WNT 信 号 转 导 通路 的 下 游 阳 性 
效应 物 ) 得 到 稳定 化 和 活化 。WNT 信 和 号 转 导 在 从 未 分 化 基态 多 能 性 的 两 种 中 胚层 特 化 , 即 从 
未 成 形 中 胚层 的 前 肌 生 性 丰富 以 及 体内 与 体外 定型 肌 细 胞 的 终 末 分 化 中 起 到 重要 作用 。 一 
致 地 ,在 无 DOX 存 在 下 以 及 在 GSK3B 抑 制剂 存在 下 02K 系 的 长 久 培养 支持 向 着 前 肌 生性 上 段 
分 化 ,如 由 PAX3 表 达 和 伴随 的 POU5F1 和 KLF4 表 达 损 失 所 证 明 。 此 外 ,与 5AC 组 合 ,GSK3B 抑 和 
剂 增强 肌 生 转录 因子 MYF5 在 分 化 中 02K 中 的 表达 。 此 外 ,GSK3B 抑 制剂 如 CHIR99021 增 强 肌 生 
性 鼠 C2C12 细 胞 系 终 末 分 化 成 多 核 肌 管 ,如 表 1 中 所 示 。 
[0070] “” 表 1 列 出 细胞 外 基质 效应 物 ( 即 明 胶 、 聚 D- 赖 氮 酸 、` 层 粘连 重 白 、_MATRIGEL) 和 可 溶 
性 因子 (E2.CHIR99021) 对 鼠 C2C12 成 肌 细胞 的 终 末 分 化 的 影响 ,其 通过 评估 行进 5 天 分 化 时 
程 的 肌 管 形成 的 尺寸 和 程度 来 得 到 。( 根 据 指示 稳健 肌 管 形成 的 [*#x#x#x#] 到 指示 不 能 检测 到 
肌 管 形成 的 [- 对 培养 物 进行 评分 。) 
表 1 .细胞 外 基质 效应 物 和 可 溶性 因子 对 终 末 分 化 的 影响 。 
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[0071] ”在 某 些 方面 ,由 于 其 多 项 功能 : 0) 抑制 D0X 退 出 之 后 的 细胞 死亡 、(2) 支持 向 着 前 
肌 生 状态 分 化 、 (3) 增强 肌 生 性 特 化 以 及 (4) 增强 终 末 分 化 ,因此 GSK3B 抑 制剂 当 在 分 化 期 间 
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(在 无 DOX 存 在 下 ) 保留 于 培养 基 中 时 被 认为 与 衍生 肌 细 胞 的 诱导 性 肌 生 转录 因子 定向 谱系 
特 化 和 后 续 终 末 分 化 条 件 相 容 。 例 如 ,在 后 续 的 E2 诱 导 型 谱系 特 化 和 终 末 分 化 过 程 期 间 ,在 
DOX 退 出 之 后 CHIR99021 保 留 于 02KM 培 养 物 中 。 

[0072] ”然而 ,虽然 上 述 补 充 有 GSK38 抑 制剂 的 培养 方案 支持 细胞 存活 ,以 及 02KM 使 肌 生性 
谱系 特 化 为 具有 独特 的 肌 细 胞 样 纺锤 体形 态 的 分 化 细胞 ,但 是 衍生 细胞 不 能 终 末 分 化 成 细 
长 的 届 光 肌 管 。 因 此 ,使 用 后 生 调 节 剂 以 增强 否则 不 允许 发 生 肌 生成 的 细胞 中 的 肌 生 性 基 
因 的 表达 ,并 且 增 强 谱系 定型 肌 细胞 终 末 分 化 为 成 熟 肌纤维 ,为 了 使 02KM 能 够 终 末 分 化 ,在 
DO0X 退 出 之 前 在 5- 氮 杂 - 胞 喀 啶 核 苷 (5AC) 存在 下 培养 细胞 72 小 时 ,持续 E2 诱 导 期 间 的 48 小 
时 ,接着 是 另外 最 多 6 天 的 终 末 分 化 阶段 ,在 5AC 存 在 下 培养 的 02KM 源 性 肌 细 胞 中 ,MYF5 表 达 
增强 并 且 细胞 显示 屈 光 肌 原 纤维 形态 ,而 在 无 5AC 存 在 下 衍生 的 肌 细 胞 表达 减少 的 MYF5 并 
且 显 示 对 于 成 熟 肌 原 纤维 非典 型 的 平坦 形态 ,这 种 差别 可 以 由 以 下 来 解释 :在 DOX 退 出 用 了 
48 小 时 之 前 和 之 后 仅 在 暴露 于 5AC 的 02KM 中 观测 到 肌 生 转录 因子 MYF5 的 表达 增强 。 
[0073] ”结合 已 知 为 活性 反 式 激活 子 的 较 低 分 子 量 的 未 磷酸 化 的 成 肌 素 同 种 型 的 增 谊 ,在 
这 些 培养 物 中 形态 学 差别 可 以 由 5AC 暴 露 会 增强 MYF5 表 达 来 解释 .应 了 解 ,后 生 调 节 要 求 通 
过 改变 核 小 体 相关 组 蛋白 的 DNA 甲 基 化 模式 和 转译 后 修饰 来 改变 影响 转录 因子 结合 和 目标 
转录 性 活化 的 染色 质 结构 .应 了 解 ,后 生 调 节 可 能 需要 靶 向 后 生 通 路 或 包含 后 生机 构 的 表 
达 蛋 白质 的 小 分 子 激 动 剂 或 后 抗 剂 。 小 分 子 后 生 调 节 剂 的 一 个 说 明 性 实例 为 5- 氮 杂 - 胞 喀 
БЕЛЕТ (БАС) 。 小 分 子 后 生 调 节 剂 的 其 它 代表 性 实例 包括 5- 毛 杂 -2'- 脱 氧 胞 芽 、RG108、 
Scriptaid、 丁 酸 钠 、 曲 古 抑 菌 素 A、 辛 二 酰 茶 胺 异 产 膨 酸 、MS-275、CI-994、BML-210、M344、 
MGCD0103、PXD101、LBH-589、Tubastatin A.NSC3825,NCH-51.,NSC-3852. HNHA,BML-281 , 
CBHA、Salermide、 庚 二 酸 二 茶 酰 胺 、ITF-2357、PCI-24781、APHA 化 合 物 8、Droxinostat 和 SB- 
939。 后 生 调 节 中 所 涉及 的 蛋白质 的 代表 性 实例 包括 组 蛋白 脱 乙 酰 酶 旁 系 同 源 物 、 组 蛋白 乙 
酰 转 移 酶 旁 系 同 源 物 \tet- 甲 基 胞 喀 喧 加 双 氧 酶 旁 系 同 源 物 、 组 和 蛋白 脱 甲 基 酶 劳 系 同 源 物 、 
组 和 蛋白 甲 基 转移 酶 旁 系 同 源 物 和 DNA 甲 基 转 移 酶 旁 系 同 源 物 、 组 和 蛋白 ,以 及 染色 质 重 构 复 合 
物 的 亚 单元 ,包括 Mi-2/NuRD (和 其 组 分 如 甲 基 -CpG- 结 合 域 蛋白 3 (MBD2) ) 和 SWI/SNF (和 其 
组 分 如 BAF60 和 BAF600) 。 进 一 步 了 解 到 ,蛋白质 后 生 调节 剂 的 各 别 活性 可 能 受 代表 性 形式 
的 影响 ,如 由 小 分 子 因子 靶 向 、 各 别 外 源 转 录 物 的 过 度 表达 、 反 义 RNA 靶 向 的 各 别 转 录 物 降 
解 、.RNAi 和 在 基因 位 点 的 目标 突变 。 

[0074] ”以 下 所 公开 的 实施 方案 仅 为 代表 .因此 ,在 以 下 实施 例 中 所 公开 的 特定 结构 细节 、 
功能 细节 和 程序 细节 不 会 被 视 为 具有 限制 性 。 

实施 例 
方法 

[0075] ”02KM 细 胞 系 。 通 过 杀 稳 瘟 菌 素 (含有 MyoDER 开 放 阅 读 框 序列 (ORF) 的 可 选 转基因 
盒 ) 的 慢 病 毒 插入 从 亲本 02K 细 胞 系 获得 02KM 细 胞 系 。 如 在 本 实例 性 部 分 中 所 提 及 ,02K 细 
胞 /细胞 系 与 piPSC 细 胞 可 互 换 使 用 .如 下 制备 图 4A 中 所 说 明 的 慢 病 毒 载体 :从 含有 PCR 扩 增 
的 MyoDER ORF 的 pPENTR/D-TOPO 入 门 载体 (Life TechnologiesttK2435-20) 克隆 ,克隆 在 
attRl 与 attR2 再 组 合 位 点 之 间 的 pLentiCMVBlast 目 的 载体 (Addgene#17451) 的 CMV 启 动 子 
的 下 游 的 MyoDER ОКЕ (Addgene#13494) 。 为 了 制备 慢 病 毒 上 清 液 ,使 用 PolyJet 转 染 试剂 
(Signagen&SL100688) 将 293FT 细 胞 与 所 制备 的 pLentiCMVBlast[MyoDER] 质粒 、pMD2.6G 包 膜 
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质粒 (Addgene#12259) 和 psPAX2 包 装 质 粒 (Addgene#12260) 共 转 染 。 用 从 293FT 上 清 液 浓缩 
的 假 病 毒 转 导 0XK。 在 无 酚 红 塔 养 基 中 塔 养 转 导 的 0K, 并 且 用 10ung/mL 灭 瘟 素 选择 4 天 ,接着 
用 15vg/mL 炎 瘟 素 再 选择 2 天 ,将 所 选 细胞 命名 为 02KM。 通 过 西方 墨 点 法 验证 (图 4B) 验证 
02KM 备 料 中 MyoDER 的 表达 。 

[0076] ”在 DOX 存 在 下 的 02KM 干 细胞 备料 扩 增 。 关 于 亲本 02K 系 实施 02KM 干 细胞 更 新 环境 ， 
例外 如 下 :用 DMEM/F-12 的 无 酚 红 制剂 和 神经 基础 培养 基 代 替 含 有 酚 红 的 制剂 以 防止 对 
MyoDER 的 多 效 性 激动 作用 ( 即 活化 ) ,02KM 细 胞 备料 自我 更 新 培养 基 (SRM) 由 以 下 组 分 组 成 : 
无 酚 红 神经 基础 培养 基 (Life Technologies&12348-017) . Е 3 ZLDMEM-F12 (Life 
Technologies#11039-021) 、1X 非 必需 氨基 酸 (Sigma-Aldrich&M7145) ,0.5X Glutamax 
(Life Technologies&35050061) ,0.00000796 8-32. .0.5Х N2 补 充 物 (Life 
Technologies&17502048) .0.5Х B27 补 充 物 减 去 维生素 A(Supplement Minus Vitamin A) 
(Life Technologies&12587010) ,0. lmg/mL 牛 血清 白 蛋 白 、.2ng]mL 海 克 酸 强力 霍 素 (ЫП 
рох) 、10ng/mL 人 白血病 抑制 因子 hLIF,Millipore#LIF1050) 、3n MCHIR99021,0.8uM 
PD032591 和 0.1uMPD 173074。 在 下 文中 ,三 种 抑制 剂 CHIR99021、PD032591 和 PD173074 一 起 
被 视 作 3i' ,或 者 ,使 用 15%Knock0ut Serum Replecement (KOSR;Life Technologiest 
А15870) 用 N-2 和 B-27 血 清 蔡 代 物 进行 蔡 代 。 通 过 菌落 的 酶 促 解 离 以 及 细胞 在 5%0? 下 每 3 天 
传代 到 用 含 聚 D 赖 氨 酸 和 鼠 层 粘连 蛋白 的 无 葵 酚 SRM 涂 布 的 培养 下 上 来 维持 02KM。 在 这 些 自 
我 更 新 条 件 下 ,02KM 维 持 如 亲本 02K 系 那样 的 紧凑 的 干细胞 样 形态 ,如 图 5 中 所 示 。 

[0077] ”细胞 死亡 的 CHIR99021 抑 制 。 亲 本 02K 系 在 无 支持 自我 更 新 的 培养 基 组 分 hLIF、 
DOX、CHIR99021、PD032591 和 PD173074SRM 以 及 KOSR 存 在 下 的 分 化 引起 大 规模 细胞 死亡 ,如 
通过 以 下 来 确定 : (1) 如 图 9 的 图 片 1 .-ii .所 示 的 相差 显 微 拉 术 、(2) 如 图 17A 中 所 示 的 CPP32 
裂解 ,以 及 (3) 图 16 中 所 示 的 膜 联 重 白 V 标 记 ,。 然 而 ,包括 CHIR99021 的 培养 基 制 剂 当 保留 于 
不 存在 hbLIF、DOX、PD032591 和 PD173074 的 SRM 基 础 培养 基 中 时 支持 分 化 期 间 两 种 细胞 存活 ， 
如 由 以 下 来 确定 : (1) 如 图 9 的 图 片 1ii.-viii. 所 示 的 相差 显 微 技术 、(2) 如 图 10 中 所 示 的 细 
胞 粘 附 测定 、(3) 如 图 17B 中 所 示 的 CPP32 和 裂解 抑制 ,以 及 (4) 如 图 11 中 所 示 的 膜 联 和 蛋白 V 标 
记 。 此 外 ,在 原始 分 化 期 间 暴露 于 CHIR99021 稳 定 化 并 调节 GSK38 底 物 CTNNB1 (如 图 12、13A 和 
13B 中 所 示 , 已 知 在 胚胎 谱系 特 化 期 间 引 导 中 胚层 分 化 的 经 典 WNT 信 和 号 转 导 通路 的 磷酸 调控 
的 下 游 效应 物 ) 的 硫 酰 化 状态 、 中 胚层 祖 细胞 的 肌 生 性 增 浓 和 骨骼 肌 细 胞 的 终 末 分 化 ,与 这 
些 发 现 相 符 地 ,补充 有 CHIR99021 的 基础 培养 基 支 持 分 化 中 02K 的 前 肌 生 性 上 上段 谱系 特 化 ， 
如 图 14 中 所 示 , 并 且 当 包括 于 肌 生 性 鼠 C2C12 细 胞 系 的 低 分 裂 素 分 化 培养 物 (2% 马 血清 / 
DMEM) 中 时 , 文 持 向 骨骼 肌 管 的 终 末 分 化 增强 ,如 表 1 中 所 列 。 因 为 CHIR99021 抑 制 细胞 死亡 、 
分 化 中 02K 细 胞 系 被 支持 的 向 着 上 上 段 的 分 化 ,以 及 C2C12 细 胞 系 增强 的 终 末 分 化 ,所 以 确立 
了 先例 以 将 化 合 物 保留 于 所 有 培养 期 ,因此 ,除非 男 有 说 明 , 否 则 在 扩 增 、 诱 导 和 终 末 分 化 
步骤 (图 20A) 期 间 将 3uMCHIR99021 保 留 于 培养 基 中 。 

[0078] “02KM 肌 生性 诱导 。 将 02KM 细 胞 以 密度 4.1X10* 个 细胞 /em 接种 于 涂 有 聚 D 赖 氨 酸 、 
鼠 层 粘连 蛋白 和 MATRIGEL 的 培养 下 上 ,并且 在 5%0? 下 在 自我 更 新 培养 基 中 培养 3 天 。 为 了 
有 助 于 分 化 ,将 培养 物 转 移 到 20%0? 基 础 分 化 环境 ,所 述 环 境 通 过 退出 PD032591、 
PD173074、DOX、hLIF 和 B- 琉 基 乙 醇 来 指定 ,为 了 条 件 诱导 所 表达 的 MyoDER 和 蛋白, 将 10n ME2 
添加 到 培养 基 中 。 如 下 证 实在 2 天 的 诱导 培养 之 后 B2 定 向 肌 生 性 谱系 特 化 : (1) 采用 经 过 处 
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理 的 培养 物 中 的 骨骼 肌 细 胞 的 纺锤 体 样 形态 特征 ,如 图 6 中 所 示 , (2) 内 源 MY06 骨 骼 肌 转 录 
因子 的 表达 ,如 图 7 中 所 示 , 以 及 (3) 骨骼 肌 细 胞 细胞 表面 标记 NCAM 的 均匀 表达 ,如 图 8 中 所 
7 ә 
[0079] ”5AC 作 用 。 在 "MyoDER 的 E2 介 导 性 诱导 之 前 、 期 间 和 之 后 暴露 于 5AC 使 02KM 能 够 从 
肌 细 胞 终 末 分 化 成 屈 光 的 丝 状 肌 管 。 将 鼠 C2C12 细 胞 系 用 作 阳 性 对 照 物 以 第 选 对 于 02KM 的 
终 未 分 化 最 优 的 条 件 。 这 些 条 件 包 括 :MATRIGEL 细 胞 外 基质 和 CHIR99021 补 充 , 不 存在 E2 ,如 
表 1 中 所 列 。 然 而 ,在 无 E2 (确定 对 C2C12 终 末 分 化 最 优 的 条 件 ) 的 分 化 培养 基 中 传代 到 涂 有 
MATRIGEL 的 培养 四 上 的 02KM 源 性 肌 细胞 不 能 建立 届 光 肌 管 ,如 图 15 和 图 20B 中 所 示 。 因 此 ， 
02KM 源 性 肌 细 胞 中 的 基因 表达 程序 不 足以 实现 根据 所 确立 的 条 件 进 行 终 末 分 化 ,先前 测定 
了 5AC, 即 小 分 子 后 生 调 节 剂 ,以 使 不 允许 发 生 肌 生成 的 细胞 系 中 能 够 骨骼 肌 转 录 。 此 外 , 进 
一 步 确定 5AC 暴 露 会 增强 C2C12 细 胞 系 的 终 末 分 化 .因此 ,在 如 图 20A 中 所 示 的 增殖 性 02KM 扩 - 
增 和 诱导 方案 期 间 包 括 250nM 5AC, 即 未 分 化 02KM 所 耐 受 的 最 高 剂量 。 
[0080] ” 终 末 分 化 ,在 E2 诱 导 2 天 之 后 ,培养 物 进 行 原 位 终 末 分 化 ,或 者 在 终 末 分 化 培养 基 
(ТРМ) 中 以 1.56X102 个 细胞 /cm 传代 到 涂 有 MATRIGEL 的 培养 下 中 以 进行 终 来 分 化 。 从 与 MIM 
相同 的 组 分 配制 TDM ,不 同 之 处 在 于 以 下 修改 :退出 E2 S AU M. A83-01 和 100nM IGF-1。N- 
2 和 B-27 补 充 物 仅 用 作 血 清 替 代 物 。 在 诱导 方案 之 后 ,培养 物 在 20%0? 下 分 化 最 多 6 天 (图 
20А) .在 扩 增 和 诱导 方案 期 间 暴 露 于 5AC 的 培养 物 在 终 末 分 化 方案 期 间 形 成 各 项 异性 的 届 
光 肌 管 , 如 图 20B 中 所 示 。 图 20C 示 出 了 到 第 6 天 肌 球 和 蛋白 重 链 的 均匀 表达 ,并且 图 20E 示 出 了 
历经 8 天 的 过 程 肌 间 线 蛋 白 (DES) 和 成 肌 素 (MY0G) 递增 的 表达 ,在 终 末 分 化 期 间 观 测 到 肌 管 
多 倍 性 ,如 图 20D 中 左 图 所 示 。. 图 20D 中 右 图 示 出 根据 倍 性 的 第 8 天 肌 管 中 肌 核 的 相对 分 布 。 
如 图 20F 中 所 示 , 更 新 环境 (第 3 天 菌落 ) 、 扩 增 环 境 (第 0 天 培养 物 , 图 20A) 和 终 末 分 化 环境 
(第 8 天 培养 物 ,图 20A) 中 的 S 期 核 的 相对 普及 表示 在 终 末 分 化 之 后 退出 细胞 周期 ,通过 以 下 
验证 了 终 末 分 化 中 的 骨骼 肌 肌 管 的 收缩 潜能 : (1) 组 织 良好 的 肌 节 的 结构 发 育 ,如 图 206 中 
所 示 ; (2) 不 同步 的 自发 性 收缩 ,如 图 21A 中 所 示 ; (3) 通过 场 刺 激 实现 的 可 收缩 刺激 和 同步 ， 
如 图 21B 中 所 示 ; (4) 咖啡 因 刺 激 的 收缩 ,如 图 21C 中 所 示 ; 以 及 (5) 乙酰 胆 碱 所 刺激 的 收缩 ， 
如 图 21D 中 所 示 。 

[0081] “通过 CHIR99021 调 节 调 亡 和 分 化 轴 。 图 9 示 出 了 基态 piPSC 菌 落 在 5%0? 下 在 自我 更 
新 环境 G.) 中 培养 以 及 在 20%02 下 在 不 存在 DOX、LIF 和 3i 下 (ii.)48 小 时 之 后 的 相差 图 像 。 
图 16 示 出 了 在 培养 物 24 小 时 的 过 渡 之 前 和 之 后 凋 亡 细胞 的 膜 联 蛋白 V 标 记 。 图 17A 示 出 了 在 
分 化 环境 过 渡 (12-48 小 时 ) 之 前 (0 小 时 ) 和 之 后 (12-48 小 时 ) ,基态 菌落 中 全 长 CPP32 ( 约 
32kD 酶 原 3a) 和 裂解 大 片段 ( 约 17KD 裂 解 半 胱 天 冬 酶 3a) 的 西方 墨 点 检测 .图 9 示 出 了 在 如 所 
示 补 充 有 CHIR99021 的 分 化 环境 中 培养 48 小 时 之 后 粘 附 培养 物 Gii.iv vi lvi) 和 非 粘 附 
拟 胚 体 培 养 物 (vii 和 viii) 相差 图 像 。 图 10 示 出 了 相对 于 基态 ( 即 0 小 时 ) 培养 物 (针对 100% 
校正 ) ,如 所 示 补 充 有 CHIR99021 的 分 化 环境 培养 物 持 续 48 小 时 的 粘 附 细胞 百分比 。* 作 为 拟 
胚 体 存 活 的 非 粘 附 细胞 ,对 于 每 一 培养 条 件 n 王 3。 图 11 示 出 了 在 培养 物 持续 24 小 时 过 渡 到 
如 所 示 补 充 有 CHIR99021 的 分 化 环境 之 后 凋 亡 细胞 的 膜 联 重 白 Y 标 记 。 图 17B 示 出 了 在 指定 
CHIR99021 水 平 存 在 下 癌 分 化 环境 过 渡 42 小 时 之 后 ,菌落 中 的 全 长 CPP32 和 裂解 片段 的 西方 
墨 点 检测 ,TUBA 被 检测 为 内 部 蛋白 质 负 载 对 照 物 。 
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[0082] ”CHIR99021 使 CTNNB1 稳 定 并 且 文 持 从 基态 分 化 .图 12 示 出 了 如 所 示 在 CHIR99021 存 
在 下 向 分 化 环境 过 渡 24 小 时 之 后 ,CTNNB1 和 p-CTNNB1 (分 别 为 总 的 和 磷酸 S33 ,37,T418- 连 
环 蛋 白 ) 的 西方 墨 点 检测 ,TUBA 被 检测 为 内 部 蛋白 质 负载 对 照 物 ,图 13A 表 示 p-CTNNB1/ 
CTNNB1 带 的 比率 ,图 13B 表 示 CTNNB1/TUBA 带 的 比率 ,图 13A 和 图 13B 呈 现 来 自如 图 12 中 所 示 
的 西方 墨 点 的 密度 计 定 量 ;n 二 3。 图 18 示 出 了 在 含有 6nMCHIR99021 分 化 环境 中 形成 的 拟 肛 
体 经 2 天 以 及 在 转移 到 以 聚 D 赖 氨 酸 + 层 粘 连 蛋 白 +MATRIGEL 涂 布 的 衬 底 再 经 1 天 (第 3 天 , 左 
图 ) 或 3 天 (第 5 天 , 右 图 ) 之 后 的 过 度 生 长 形态 .图 14 示 出 了 根据 在 本 文 别 处 所 述 的 一 个 方案 
方面 在 基态 环境 (第 0 天 ) 和 分 化 环境 培养 物 (第 1 天 至 第 5 天 ) 中 的 PAX3、POU5F1 和 KLF4 表 达 
的 西方 墨 点 分 析 。 将 TUBA 检 测 示 为 内 部 蛋白 质 负 载 对 照 。 

[0083] ”内 源 MRF 的 5- 氮 杂 - 胞 喀 啶 核 苷 和 MyoDER 活 化 。 用 整合 的 MyoDER 表 达 盒 修饰 piPSC。 
RAR E T KEA (BLAST) 可 选 MyoDER 表 达 盒 .箭头 和 盒子 分 别 表 示 启 动 子 和 基因 序列 .图 
4B 示 出 了 未 经 过 修饰 的 (02K) 和 MyoDER 表 达 盒 - 经 过 修饰 的 (02KM) piPSC 系 中 的 MyoDER 的 西 
方 墨 点 检测 ,用 针对 MyoD 上 肽 产生 的 抗体 检测 MyoDER。 图 7 示 出 了 在 piPSC 诱 导 2 天 之 后 MyoDER 
( 约 75kD) MYF5 和 MY06G 的 西方 墨 点 检测 .没有 检测 到 内 源 MY0D1 (预期 45kD) ,将 02KM 接 种 到 
以 聚 D 赖 氨 酸 +Martigel+ 鼠 层 粘 连 和 蛋白 涂 布 的 培养 下 上 ,并 且 在 5AC 存 在 ( 即 扩 增 ,图 20A) 或 
不 存在 下 与 hLIF、31 和 DO0X 一 起 培养 3 天 ,接着 各 别 地 过 渡 到 补充 有 E2 ( 即 178 肉 二 醇 ) 和 3u M 
CHIR99021 的 -/+5AC 分 化 环境 持续 2 天 。 双 箭头 :部 分 解析 的 MY0G 同 种 型 .图 19A 和 19B。MYF5 
活化 的 决定 子 :西方 墨 点 分 析 。 图 19A ,在 聚 D- 赖 氨 酸 + 层 烙 连 蛋 白 +MATRIGEL 上 培养 3 天 之 
后 ,在 不 存在 3i、DOX、hLIF 和 E2 下 在 如 所 示 补 充 有 5AC (如 在 图 7 中 ) 和 CHIR99021 的 分 化 环境 
中 培养 未 经 过 修饰 的 piPSC 2 天 ,在 不 存在 CHIR99021 下 ,如 与 在 补充 有 N-2 和 B-27 的 分 化 环 
Ба (图 17A、 图 19A) 中 的 观测 结果 相反 ,未 在 补充 有 KOSR 的 分 化 环境 中 观测 到 17kD 和 裂解 半 胱 
天 冬 酶 同 种 型 ,内 源 MYF5 表 达 的 5AC 增 强 的 活化 取决 于 同时 的 CHIR99021 暴 露 ,如 图 19A 中 所 
示 。 图 19B 示 出 了 在 DO0X、LIF 和 3i 存 在 下 的 MYF5 活 化 。 在 自我 更 新 环境 或 扩 增 环境 中 培养 
MYODER 修 饰 的 piPSC 3 天 ,在 DOX 和 CHIR99021 存 在 下 ,在 扩 增 培养 3 天 之 后 ,5AC 暴 露 支 持 可 
检测 的 MYF5 表 达 水 平 ,如 图 19B 中 所 示 。 相 比 之 下 ,在 更 新 培养 (-5AC) 3 天 之 后 没有 检测 到 
MYF5, 如 图 19B 中 所 示 。TUBA 被 检测 为 内 部 蛋白 质 负 载 对 照 物 , 图 6 示 出 了 在 本 文 别处 所 述 的 
谱系 特 化 诱导 培养 方案 (图 20A) 之 后 所 选 piPSC 培 养 物 的 形态 .图 8 示 出 了 在 5AC 存 在 下 暴露 
于 10n ME2 之 前 (第 0 天 , 左 图 ) 和 之 后 (第 2 天 , 右 图 ) ,piPSC-MyoDER 培 养 物 中 的 核 DAPI) 和 
NCAM 的 免疫 细胞 荧光 检测 。 

[0084] ”谱系 指定 的 piPSC 的 终 末 肌 生 成 ,在 终 末 分 化 之 前 ,在 5AC 存 在 下 扩 增 培养 物 3 天 、 
在 E2 和 5AC 存 在 下 诱导 2 天 ,并 且 在 不 存在 5AC 和 E2 下 终 末 分 化 ,如 图 20A 中 所 示 。 图 20B 示 出 
了 肌 管 形态 和 构象 ,诱导 后 (第 2 天 ) ,piPSC 发 育成 细 长 的 各 项 异性 的 屈 光 肌 管 。 当 扩 增 和 诱 
导 步 又 中 不 包括 5AC 时 ,细胞 显示 平坦 的 非 届 光 形 态 。 图 20C 和 网 20E 示 出 终 未 肌 生 成 重 白 表 
达 。 用 泛 MyHC 单 克隆 抗体 克隆 MF20 ,针对 肌 球 蛋白 重 链 (My HO) 同 种 型 对 第 0 天 和 第 6 天 培养 
物 染 色 。 图 20D 示 出 了 肌 管 多 核 化 。 左 图 :第 4 天 终 末 分 化 培养 物 的 放大 图 。 带 支架 的 箭头 表 
示 单 一 肌 管 内 的 多 个 核 。 右 图 :通过 碘 化 丙 啶 标记 和 流 式 细胞 术 分 析 所 显示 的 由 肌 管 倍数 
表示 的 肌 核 分 布 ,n= 二 3, 示 出 了 标准 偏差 ,图 20E 示 出 了 西方 墨 点 分 析 。 第 0 天 至 第 8 天 MyoD 
(MYOD1) 、 成 肌 素 (MYOG) 和 肌 间 线 蛋 白 (DES) 表达 。TUBA 被 检测 为 内 部 和 蛋白质 负 载 对 照 物 ,加 
20F 示 出 了 伴随 终 末 分 化 的 从 细胞 周期 的 退出 。 用 EdU 标 记 第 3 天 的 经 过 修饰 的 piPSC 更 新 、 
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扩 增 培养 物 和 第 8 天 的 终 末 分 化 培养 物 ,并 且 通 过 流 式 细胞 术 测 定 S 期 分 数 ,n 二 3, 示 出 了 标 
准 偏差 ,图 206: 透 射电 子 显微镜 术 , 第 6 天 的 肌 管 。 使 肌 节 结构 单元 在 单行 ( 左 图 ) 和 交错 的 
平行 行 ( 右 图 ) 中 对 齐 。 
[0085] ”piPSC 源 性 肌 管 中 的 自发 性 和 刺激 诱导 型 钙 瞬 态 活 性 .为 了 定量 收缩 周期 ,用 
Fluo-4 AM 钙 染 料 对 肌 管 培养 物 染 色 ,洗涤 并 且 通 过 共 焦 显 微 术 捕捉 图 像 序列 .追踪 整个 视 
场 (FOV) 或 单 细胞 的 动态 信号 转 导 事件 并 且 在 成 像 过 程 对 其 进行 绘图 , [$] = #7. E 21Az HH 
了 在 自 收缩 性 第 6 天 的 肌 管 亚 群 中 观测 到 代表 性 非 同步 的 单 细胞 瞬 态 周期 ( 左 图 .中 图 和 右 
ED .图 21B 示 出 了 通过 在 第 6 天 的 肌 管 中 进行 1.0Hz 场 刺激 所 实现 的 钙 瞬 态 周 期 的 FOV 活 化 
和 同步 .图 21C 示 出 了 通过 10mM 咖 啡 因 使 第 6 天 的 肌 管 发 生 FOV 钙 瞬 态 活化 .图 21D :对 通过 
100nM 乙 酰 胆 碱 在 第 7 天 的 肌 管 中 所 发 生 的 代表 性 钙 瞬 态 活化 的 单 细 胞 分 析 。 

讨论 
[0086] 综 上 所 述 , 己 经 发 现 本 公开 中 所 述 的 示例 性 实施 方案 的 某 些 方面 证 明了 对 于 培养 
肉 应 用 的 以 下 意外 优势 中 的 一 个 或 多 个 : 

(快速 的 细胞 增殖 速率 ; 

(11) 快速 的 分 化 :178- 雌 二 醇 诱导 型 MyoDER 活 化 和 多 西 环 素 退 出 用 时 少 至 48 小 时 便 使 
02KM 细 胞 系 体外 分 化 成 肌 生 性 谱系 ,不 需要 漫长 的 分 化 程序 ; 

(111) 有 效 的 分 化 :CHIR99021/5AC/MyoDER 定 同 谱系 特 化 确保 以 高 保 真 度 广泛 转化 成 
功能 性 骨骼 肌 细 胞 .不 需要 细胞 分 选 ; 

Gv) 无 限 的 自我 更 新 :在 自我 更 新 环境 中 严格 地 强制 性 支持 未 分 化 的 02KM 进 行 自 我 更 


新 ; 


(v) 无 血清 培养 基 中 的 自我 更 新 和 终 末 分 化 :在 无 血清 培养 基 中 验证 了 02KM 系 的 自我 
更 新 与 终 末 肌 生 分 化 ; 

(vi) 与 作为 拟 胚 体 的 混 悬 液 培养 体系 相 容 : 在 多 能 状态 下 ,亲本 02K 和 经 过 修饰 的 02KM 
对 失 梨 凋 亡 具有 抗 性 并 且 可 以 从 混 蕊 液 培养 物 中 的 单 细 胞 培育 成 拟 胚 体 .02KM 源 性 拟 胚 体 
可 以 与 用 于 培养 肉 生 产 的 多 细胞 球体 组 装 技术 如 生物 印刷 和 微 模 具 相 容 ; 以 及 

(vii) 自体 收缩 : 终 末 分 化 成 骨骼 肌 的 02KM 显 示 肌 节 成 熟 和 自体 收缩 ,因此 ,可 能 没有 
必要 进行 外 部 刺激 (例如 机 械 拉 伸 乙酰 胆 碱 受 体 活化 、 电 刺激 ) 来 促进 肌纤维 成 熟 。 
[0087] ”虽然 已 经 与 其 实例 性 实施 方案 关联 描述 了 本 发 明 ,但 是 应 了 解 本 发 明 的 方法 能 够 
进一步 修改 ,本 专利 申请 意图 涵盖 本 发 明 的 任何 变化 ,用途 或 改 适 ,所 述 变 化 ,用途 或 改 适 
通常 遵循 本 发 明 的 原理 并 且 包 括 如 下 对 本 公开 的 偏离 :所 述 偏离 处 于 本 发 明 所 属 领域 的 已 
知 或 惯用 实践 范围 内 ,并 且 可 以 适用 于 前 文 和 在 上 文 随 附 权利 要 求 书 的 范围 中 所 述 的 基本 
特征 。 
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52553-136621 
61/962,068 

2013- 


<130> 
<150> 
<151> 
<160> 1 
<170> 
<210> 1 

<211> 1905 
<212> DNA 
<213> 
<220> 


《223> 合成 天 


«400» 1 

atggagcttc 
tgctcctttg 
cgcttttttg 
gagcacgcac 
gtgcgcgcgc 
tgcaagcgca 
cgcctgagca 
aaccagcggc 
caggctctgc 
gctgccaacc 
ttgtccctga 
tattccgagt 
aacctggcag 
gtggatttga 
atgattggtc 
ttgctcttgg 
ctgctggcta 
ctcaaatcta 
tctctggaag 
cacctgatgg 
ctcctcatec 


atgaagtgca 
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tatcgccgcc 
agacagcaga 
aggacctgga 
acttccctac 
CCagcgggca 
agaccaccaa 
aagtgaatga 
tacccaaggt 
tgcgcgacca 
tttggccaag 
cggccgacca 
atgatcctac 
acagggagct 
ccctccatga 
tcgtctggcg 
acaggaacca 
catcatctcg 
ttattttgct 
agaaggacca 
CCaaggcagg 
tctcccacat 


agaacgtggt 
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actccgggac 
cgacttctat 
cccgcgcctg 
tgcggtgcac 
CCACCaggcg 
cgctgatcgc 
ggccttcgag 
ggagatcctg 
88acgccgcg 
cccgctcatg 
gatggtcagt 
cagacccttc 
ggttcacatg 
tcaggtccac 
ctccatggag 
gggaaaatgt 
gttccgcatg 
taattctgga 
tatccaccga 
cctgaccctg 
caggcacatg 


gcccctctat 
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atagacttga 
gatgacccgt 
gtgcacatgg 
CCAggcccag 
ggtcgctgct 
CgCcaaggccg 
acgctcaagc 
cgcaacgcca 
ccccctggcg 
atcaaacgct 
gccttgttgg 
agtgaagctt 
atcaactggg 
cttctagaat 
cacccaggga 
gtagagggca 
atgaatctgc 
gtgtacacat 
gtcctggaca 
Cagcagcagc 
agtaacaaag 


gacctgctgc 
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caggccccga 
gtttcgactc 
gagccctcct 
gcgctcgtga 
tgctgtgggc 
ccaccatgcg 
gctgcacgtc 
tccgctacat 
attctgctgg 
ctaagaagaa 
atgctgagcc 
cgatgatggg 
cgaagagggt 
gtgcctggct 
agctactgtt 
tggtggagat 
agggagagga 
ttctgtccag 
agatcacaga 
accagcggct 
gcatggagca 
tggagatgct 


cggctctctc 
accagacctg 
gaaaccggag 
ggatgagcat 
ctgcaaggcg 
Ccgagcgccgc 
CAgcaacccg 
cgaaggtctg 
agacatgaga 
cagcctggcc 
ccccatactc 
cttactgacc 
gccaggcttt 
agagatcctg 
tgctcctaac 
cttcgacatg 
gtttgtgtgc 
caccctgaag 
cactttgatc 
ggcccagctc 
tctgtacagc 


ggacgcccac 
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cgcctacatg 
ttggccactg 
gcagagggtt 
ccaggccgtg 
tgctctgatg 
tacgacaccg 
gtgtcgagcc 
gcgcctgcgc 
gcatccctaa 


tgtcctgcag 


cgcccactag 
cgggctctac 
tccctgccac 
gcagcgagca 
gcatgatgga 
cctactacag 
tcgactgcct 
tgcttttggc 
gcgacacaga 


gctcaaaccc 


FE 


ccgtggaggg 
ttcatcgcat 
agctatcgcc 
ctacagtggc 
ttacagcggc 
tgaggcggcg 
gtccagcata 
agatgcacca 
acagggaacc 


caatgcgatt 
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gcatccgtgg 
tccttgcaaa 
gctgccttct 
gactcagatg 
CCCCCaagcg 
cgcgagtcca 
gtggagcgca 
ccagagtcgc 
cagaccccgt 


tatcaggtgc 
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aggagacgga 
agtattacat 
acgcacctgg 
catccagccc 
gcccccggcg 
88ccagggaa 
tctccacaga 
ctccgggtcc 
ctcccgacgc 
tttga 1905 


ccaaagccac 
Cacgggggag 
accgctgccc 
gcgctccaac 
gcagaatggc 
gagtgcggct 
cagccccgct 
8ccagagggg 
cgcccctcag 
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